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Patentkrav

1. Pluripotent stamcelle som omfatter en rearrangert T-cellereseptor (TCR)-lokasjon og som

omfatter en nukleinsyre som koder for en kimær antigenreseptor (CAR), hvori den pluripotente

stamcellen er avledet fra en T-celle.

2. Celle ifølge krav 1, hvori den pluripotente stamcellen er transdusert med nukleinsyren som koder5

for nevnte CAR.

3. Celle ifølge krav 1, hvori den pluripotente stamcellen ikke uttrykker TCR på celleoverflaten.

4. Celle ifølge ett av kravene 1-3, hvori nevnte CAR binder til et tumorantigen.

5. Celle ifølge krav 4, hvori nevnte tumorantigen er valgt fra gruppen bestående av karbonanhydrase

IX (CA1X), karsinoembryonisk antigen (CEA), CD5, CD7, CD10, CD19, CD20, CD22, CD30, CD33, CD34,10

CD38, CD41, CD44, CD49f, CD56, CD74, CD123, CD133, CD138, et antigen med en cytomegalovirus-

(CMV)-infisert celle (for eksempel, et celleoverflate-antigen), epitel-glycoprotein2 (EGP 2), epitel-

glycoprotein-40 (EGP-40), epitel-celleadhesjonsmolekyl (EpCAM), reseptor tyrosin-proteinkinaser

erb-B2,3,4, folatbindende protein (FBP), føtal acetylcholin-reseptor (AChR), folat reseptor-a,

Gangliosid G2 (GD2), Gangliosid G3 (GD3), human epidermal vekstfaktor Reseptor 2 (HER-2), human15

telomerase reversert transkriptase (hTERT), Interleukin-13 reseptor-underenhet alfa-2 (IL-13Rα2),

κ-lett kjede, kinaseinnsatsdomenereseptor (KDR), Lewis A (CA19,9), Lewis Y (LeY), L1

celleadhesjonsmolekyl (L1CAM), melanom antigenfamilie A, 1 (MAGE-AI), Mucin 16 (Muc-16),

Mucin 1 (Muc-1), Mesothelin (MSLN), NKG2D-ligander, kreft-testisantigen NY-ESO-1, onkofetalt

antigen (h5T4), prostatastamcelleantigen (PSCA), prostata-spesifikt membranantigen (PSMA),20

tumor- assosiert glycoprotein 72 (TAG-72), vaskulær endotel vekstfaktor R2 (VEGF- R2), og Wilms

tumorprotein (WT-1).

6. Celle ifølge krav 4 eller krav 5, hvori tumorantigenet er CD19.

7. Framgangsmåte for framstilling av en pluripotent stamcelle (PSC) som bærer en rearrangert T-

cellereseptor  (TCR)-lokasjon  og  som  omfatter  en  nukleinsyre  som  koder  for  en  kimær25

antigenreseptor (CAR), hvilken framgangsmåte omfatter å,

a) framskaffe,

i) en pluripotent stamcelle som bærer en rearrangert TCR-lokasjon (T-PSC), hvori

den pluripotente stamcellen er avledet fra en T-celle, og

ii) en CAR-ekspresjonsvektor som koder for et antigenbindende domene og et CD3ζ-30

polypeptid, og
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b) omdanne nevnte T-PSC med CAR-ekspresjonsvektoren under betingelser slik at det

produseres CAR-omfattende T-PSC (CAR-T-PSC).

8. Framgangsmåte ifølge krav 7, hvori nevnte CAR-ekspresjonsvektor omfatter et heterologt gen

som koder for i det minste ett samstimulerende signaleringsområde eller en samstimulerende

ligand.5

9. Framgangsmåte ifølge krav 8, hvori

nevnte minst ett samstimulerende område omfatter et CD28-polypeptid, et 4-1BB-

polypeptid, et OX40-polypeptid, eller et ICOS-polypeptid, et PD-1-polypeptid, et CTLA-4-

polypeptid, et LAG-3 polypeptid, et 2B4 polypeptid, eller et BTLA polypeptid, og hvori

nevnte samstimulerende ligand er valgt fra gruppen bestående av CD80, CD86, CD70,10

OX40L, 4-1BBL, CD48, TNFRSF14 og PD-L1.

10. Framgangsmåte ifølge ett av kravene 7-11, hvori den pluripotente stamcellen ikke uttrykker TCR

på celleoverflaten.

11. Framgangsmåte ifølge krav 7-9, i tillegg omfatter bryting av TCR-lokasjonen i den pluripotente

stamcellen.15

12. Framgangsmåte for framstilling av en T-celle som uttrykker en kimær antigenreseptor (CAR),

hvilken framgangsmåte omfatter å,

a) framskaffe,

i) en pluripotent stamcelle som bærer en rearrangert T-cellereseptor (TCR)-lokasjon

(T-PSCs), hvori den pluripotente stamcellen er avledet fra en T-celle, og20

ii) en CAR-ekspresjonsvektor som koder for et antigenbindende domene og et CD3ζ-

polypeptid,

b) omdanne nevnte T-PSC med CAR-ekspresjonsvektoren under betingelser slik at det

produseres CAR-omfattende T-PSC (CAR-T-PSC);

c) kultivere nevnte CAR-T-PSC under betingelser slik at det produseres en CAR-ekspresjon25

av T-PSC-avledet T-celle (CAR-T-PSC-avledet T-celle).

13. Framgangsmåte ifølge krav 12, hvori i c) kultiveringen av nevnte CAR-T-PSC under betingelser

slik at det produseres en CAR-T-PSCs-avledet T-celle omfatter å:

(a) framskaffe,

i) nevnte CAR-T-PSC,30
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ii) et første cellekultiveringsmedium for mesoderm induksjon,

iii) et andre cellekultiveringsmedium for hematopoietisk spesifisering og

ekspansjon,

iii) et tredje cellekultiveringsmedium for T-lymfoid-differensiering, og

iv) en feeder-cellelinje som induserer T-lymfoid-binding i hematopoietiske celler,5

(b) inkubere nevnte CAR-T-PSC med det første celle kultiveringsmediet i opptil omtrent 4

dager under betingelser som produserer en mesoderm celle,

(c) inkubere den mesoderme cellen med det andre cellekultiveringsmediet i opptil omtrent

6 dager under betingelser som produserer og ekspanderer en hematopoietisk celle, og

(d) inkubere den ekspanderte hematopoietiske cellen og feeder-cellelinjen med det tredje10

cellekultiveringsmediet i minst omtrent 5 dager for å indusere T-lymfoidbinding i den

ekspanderte hematopoietiske cellen for å produsere en CAR-ekspresjon av T-PSC-avledet T-

celle.

14. Framgangsmåte ifølge krav 12 eller krav 13, hvori T-cellen er rettet spesifikt mot ett spesifikt

antigen og antigenspesifisitet for T-cellen er HLA-uavhengig.15

15. Framgangsmåte ifølge krav 13 eller krav 14, hvori

det første cellekultiveringsmediet omfatter knokkel-morfogent protein 4 (BMP-4) og basisk

fibroblastvekstfaktor (bFGF),

det andre cellekultiveringsmediet omfatter vaskulær endotel vekstfaktor (VEGF), bFGF,

stamcellefaktor (SCF), FMS-liknende tyrosin kinase 3-ligand (Flt3L), og minst ett Th1-cytokin,20

og hvori

det tredje cellekultiveringsmediet omfatter SCF, minst én Th1 cytokin og Flt3L.

16.  Framgangsmåte  ifølge  krav  15,  hvori  nevnte  minst  ett  Th1-cytokin  er  valgt  fra  gruppen

bestående av Interleukin-3 (IL-3), IL-15, IL-7, IL-12 og IL-21.

17. Framgangsmåte ifølge ett av kravene 12-16, omfatter videre d) eksponering av nevnte CAR-T-25

PSC-avledet T-celle for en antigen-presenterende celle under betingelser som stimulerer en aktivitet

av nevnte CAR-T-PSC-avledet T-celle, hvori aktiviteten er valgt fra gruppen bestående av cytokin-

utskilling, celledeling, cytotoksisitet og cytostatisk inhibering av cellevekst.

18. Framgangsmåte ifølge krav 17, hvori

nevnte cytokin er et Th1-cytokin valgt fra gruppen bestående av IFN-γ, IL-2 og TNF-α, og30
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nevnte cytotoksisitet bestemmes ved å drepe en målcelle som uttrykker et antigen som

binder til nevnte CAR, og måle målcelledød.

19. Framgangsmåte ifølge ett av kravene 12-18, hvori CAR-ekspresjonsvektoren omfatter en

nukleinsyresekvens som er integrert i CAR-T-PSC-genomet ved en genomisk sikker havnposisjon.
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